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© Modifizlerte chromatographlsche TrSgermaterlallen. 

® Die Erfindung betrifft ein mit 3-[N-(3-Boronophenyl)-afninoh2-hydroxypropyIoxy-Qruppen modifiziertes chro- 
matographisches TrSgermaterial auf Basis von epoxidhaWgen Vlnyl-Copolymeren sowie ein Verfahren zur 
Isolierung, Auftrennung und zum Nachwels von glykosyllerten Protelnen mit„diesero--^^ unter 
hochleistungsaffinitatschromatographischeo^ed ' 
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Modlfizlerte chromatographlscha Tragermaterlallen 



Die Erfindung betrifft ein mit 3-[N-{3-Boronophenylhamlnoh2-hydroxypropyloxy-GruDoen m«difi™rt« 
chromatographisches Tragermaterial auf Basis von eDOxIdhalitaen Vinvi r™T™ P modifiziertes 
zur isoiierung, Auftrennung und zum H^Z^S, ^SSSS^ l^T 

■ tographtschen Bedingungen, bei welchem dieser modifelert Trager eingesetzt J^ tUn9S,,Uss, 9 ke,tschrom a- 
Zur Bestimmung glykosylierter Proteine < 2 .B. HMmoglobin. Albumin) finden lonenaustausch-chrom^ 
graphische Oder Boronsaure-affinitStschromatographische Verfahren Anwendung ,0nenauS,auSCh - chromat °- 

Bei der Affinitatsehromatographie kann vorteilhafterwelse die Gesamtfraktion der oi v icn^ii ortfl „ u» 
globine bestimmt warden und nicht nur einzelne Subfraktionen wie bef dTr ton^ T* 
Als Affinitatsligand wird S-AminophenylboronsMure verwendet lonenau stauschchromatograph I e. 
Die glykosylierten Proteine werden unter alkalischen Bedingungen unter Ausbildunn *in~ ««.r«* 

D ie bisher verwendeten affinitSts-chromatographischen Verfahren zur OuJm JL„ T I ,. 
ria i, fl n r(1 H n ! d8 , h,erf Il' ll S, ' nd insbesondere die Seringa mechanlsche und chemische Stability der TrSoerm^ 

Femer sind diese Verfahren zeitaufwendig, arbeitsintensiv und nur teilautomatisierbar 
Verfahren unter hochleistungsflOssigkeitschromatographischen Bedingungen sind bisher noch ^ 
bekannt da ein Mangel an geeigneten, druckstabllen. modifizierbaren PtitSmS^^tSSL^ 
molekillen nur sehr geringe. unspezifische Wechselwirkungen ausOben besteht Ha ™9lob.n- 
Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde. ein chromatographisches TrMqermaterial und i„ 
entsprechendes Verfahren zu finden. die die zuvor aufgeftlhrten Machete 7n\J^SZ T 
voHautomatische IsoKerung, Auftrennung und den quanflaU^ £ 
hochle.stungsfiassigkeitschromatographischen (HPLC)-Bedingungen ermflglichen 16 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden. dafl die Ober eine Amlnbinduno ertolnte i mm «wn.- 
von 3-Aminophenylboronsaure an ein epoxldhalriges VbvMapftm, ZuZSselS 
sat aus Methacrylamid. N,N -Methylen-bis-methacrylamia soie My^cSZ un^ ^nT"* 
tr.acry.at, ein chromatographisches Tragermaterial Hefert. das herZgtd ^•SStS^ 

* inSbeS ° ndefe *" A «*™^ und ™ ^SStS 

mJ^ZTH der f rfindu u n 9 isl daher ein mi » Wa-BoronophenyD-aminoha-hydroxypropyloxy-GruDoen 
G^^T pH^ 8 Tr ¥ ermaterial auf B— vcn epoxidhaltigen Vinyl-CopUeren ^ 
Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur chromatographischen Trennuno von Sub s t a n,n 0 
m,schen durch Hochleistungsaffinitatschromatographie sowie ein ZleTZ • isoIZa Z^n^ n 
zum Nachweis von glykosylierten Proteinen durch AffinitatschromaCZ L i wefchem atSZn 

Material auf Basis von epoxidhaltigen Vlnyl-Copolymeren unter HPLC-Bedffgungen elngeS ^ 

mechanisch stabilen Vinyl-Copolymere, die Epoxldgruppen enthalten. in Frage 

Die Copolymer kfinnen ganz allgemein aus radikalisch polymerisierbaren Vinyfverbindungen heroe- 
stellt werden. Unter Vinylverbindungen werden hier ailgemeln aile Verblndungen mit SXSX 
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OoppBlbindung versianuen. vo^uyawoioo weiuct« uk> • ui/h^.iouio .»****i«; t . «... — .... 

Acryls3ure - und/oder MethacrylsSurederivaten hergestellt. 

Vorzugsweise werden 2 bis 3 verschiedene Vinylmonomere, wobei ein VInylmonomer eine Epoxidgrup- 
pe enthSIt, wie z.B. Glycidylacrylat, Glycldylmethacrylat Oder Allylglycidyl-ether, und die restlichen Mono- 
mere aus den'altgemein fUr diese Zwecke Ublichen und bekannten Monomeren ausgewShlt werden, 
copolymerisiert Vorzugsweise hat ein Monomeres zwei polymerlsationsfShige Gruppen und dient daher als 
Vernetzer. Der Anteil der elnzelnen Monomeren kann in welten Grenzen variiert werden. Auch der Anteil der 
epoxidhaltigen Monomeren kann aus elnem weiten Bereich ausgew3hlt werden. In AbhSngigkeit von den 
konkret verwendeten Monomeren und der gewUnschten Hydrophilie des Gesamtpolymerisats kann der 
Anteil des Vemetzers zwischen 0 und 50 Gew.%, vorzugsweise zwlschen 0,2 und 15 Gew.%, der Anteil der 
epoxidhaltigen Monomeren zwischen 0,1 und 99,9 Gew.%, vorzugsweise zwischen 1 und 50 Gew.%, und 
der Anteil der restlichen Monomeren bis zu 95 Gew.%, vorzugsweise bis zu 60 Gew.% betragen, bezogen 
jeweils auf das Gesamtpolymerisat. 

Ganz besonders bevorzugt ist ein Basismaterial, das aus den Monomeren Methacrylamid, N,N - 
Methylen-bis-methacrylamid sowie Allyl-glycidyl-ether und/oder Glycidylmethacryl aufgebaut ist (im Handel 
erhSltlich als Eupergit® C, Fa. Rohm Pharma GmbH). 

Aktiviert ist diese Matrix mit 800 bis 1000 umol Epoxidgruppen gro Gramm Gel. 

Auf dieses Material k8nnen 300 bis 400 umol 3-AmlnophenylboronsSure pro Gramm Gel immobilisiert 
werden, ein Wert, der mit bisher bekannten Matrices nur schwer zu erreichen ist. 

Die Herstellung des erflndungsgemSflen mit 3-[N-(3-Boronophenyl)-aminoh2-hydroxypropyloxy-Grup- 
pen modifizierten Polymerisats, das vorzugsweise als Perlpolymerlsat vorliegt, erfolgt in der Weise, dafl 
man das mit-Epoxygruppen aktivlerte Perlpolymerlsat mit einer wSBrigen L6sung von 3- 
AminophenylboronsMure-hydrochlorid reagieren I30t und anschlieflend die UberschUssigen Epoxidgruppen 
sauer hydrolysiert. 

Vorzugsweise wird die Immobillsierung in bidestilliertem Wasser bei einem pH-Wert von 10-11 und 
Temperaturen von ca. 40-70 c C durchgefQhrt. Die Reaktionsdauer betrSgt vorzugsweise zwischen 20 und 
30 Stunden. 

Die saure Hydrolyse der tlberschQssigen Epoxidgruppen erfolgt vorzugsweise In 1 N HC1 bei 70-90 

'C. 

Die OberflSchenbelegung mit dem Affinitatsliganden Hegt im Bereich von 0,3 bis 0,4 mmol, vorzugswei- 
se 0,35 mmol pro g Trockengewicht des TrSgermaterials. 

Das erfindungsgemSfle TrSgermaterial elgnet sich hervorragend fUr die Gelpermeationschromatographie 
und zur Affinitatschromatographie unter HPLC-Bedingungen. Diese kombinierten Bgenschaften eriauben 
die gruppen-spezifische Isolierung und Auftrennung von glykosylierten Proteinen unter Drucken von bis zu 
150 bar. 

Das erfindungsgemSfle Verfahren zum Auftrennen und zum Nachweis von glykosylierten Proteinen wird 
mit einem hochleistungsflUssigkeitschromatographischen (HPLC)-Analysensystem durchgefUhrt, das aus 
einer HPLC-Pumpe, einem UV/VIS-Detektor. einem Integrator und einer mit dem erfindungsgemaflen 
TrSgermaterial gepackten TrennsSule besteht. Die TrennsSulen welsen Qbliche Grfiflen auf und haben 
vorzugsweise eine LSnge von 30 bis 300 mm und einen Innendurchmesser von 4 bis 20 mm. 

Ein Analysenzyklus zur Isolierung, Auftrennung und zum Nachweis von glykosylierten Proteinen setzt 
sich aus vier Teilschritten zusammen. 

1. Die Probe wird auf die mit einem alkalischen Puffer aquilibrierte Affinitatssaule injlziert, und es 
erfolgt eine kovalente, chemoselektive Blndung der glykosylierten Proteine an den Affinitatsliganden. 

2. Die nicht-glykosylierten Proteine und die Restmatrix werden quantitatlv von der Affinitatssaule 
eluiert 

3. Die glykosylierten Proteine werden quantitativ von der Affinitatssaule durch Zugabe eines Gegenli- 
ganden Oder durch Erniedrigung des pH-Wertes der mobilen Phase eluiert. 

4. Anschlieflend wird die Affinitatssaule rekonditioniert 

Zur vollstandigen Automation des Verfahrens kann noch ein Probengeber eingesetzt werden. 

Die Vorteile des erfindungsgemaflen, afflnitats-chromatographischen Verfahrens liegen darin, dafl es 
unter HPLC-Bedingungen durchgefUhrt werden kann, chemoselekfiv fOr glykosylierte Proteine 1st, eine sehr 
hohe Anzahl von Analysenzyklen pro Affinitatssaule ermSglicht, eine hohe analytische Pr8zision aufweist 
und vollstandlg automatislerbar ist. 

Besonders vortellhaft Ist dieses Verfahren fUr die quantitative Bestimmung von glykosylierten H3moglo- 
binen. Die glykosylierten Hamoglobine sind eine wichtige KenngrSfle zur OberprQfung der Diabetes- 
Mellitus-Therapie. Das erfindungsgemafle Verfahren zum Nachweis von glykosylierten H3moglobinen hat 
entscheidende Vorteile gegenUber den bisher bekannten, handelsUbllchen MikrosSulen-Tests. 



Die Bestimmungsmetnoae oesuzt erne unemoseieKuv.iai lur giyKosynww nai.ioy.oun,*. auwo ,u c .n «,, u 
die Gesamtfraktion der glykosylierten Hamoglobine und nicht einzelne Subfraktionen erfaflt. Es tauchen 
keme Interferenzen durch Aldimine, Hamoglobinvarianten Oder durch Nicht-Glucosemodifizierunqen 
(Carbamylierung, Acetylierung) auf. 

s Das erflndungsgemafle chromatographische Material und das entsprecher.de Verfahren ergeben eine 
hOhere Wlederfindungsrate und PrSzislon und erlauben daher auch eine bessere Differenzierung zwischen 
normalen und diabetischen Proben sowie eine bessere Differenzierung Im diabetfschen Bereich. 

10 Beispiel 1 

Herstellung des mil 3-[N-(3-Boronophenyl)-amino>2-hydroxy-propyloxy-Gruppen modifizierten Tragermate- 
rials 
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0,13 Gewichtsanteile 3-Aminophenylboronsaure-hydrochlorid werden in 10 Gewichtsanteilen bidestillier- 
tem Wasser geldst, der pH-Wert wird mil 10 mol/t NaOH auf 10.5 eingestellt. und unter Rilhren setzt man 1 
Gewichtsanteil des epoxyaktivierten Perlpolymerisats aus Methacrylamid. N.N-Methylen-bis-methacrylamid 
sowie Allyl-glyddyt-ether und/oder Glycidylmethacrylat (Euperglt® C. Fa. R8hm Pharma GmbH) zu Die 
20 Umsetzung erfolgt Ober ca. 24 Stunden bei 55 *C. Das erhaltene Material wlrd abfiltriert. nacheinander 
4mal mft je 10 Gewichtsanteilen bidestilliertem Wasser und 10 Gewichtsanteilen Methanol gewaschen und 
getrocknet — 

Zur sauren Hydrolyse der nicht-umgesetzten Epoxygruppen werden anschlleflend 20 Gewichtsanteile 1 
moM HCI mit 1 Gewichtsanteil des modifizierten Tragermaterlals unter ROhren versetzt. Die Umsetzunq 
erfolgt. Ober 2 Stunden bei 80 C. Das erhaltene Material wird abfiltriert. nacheinander 4mal mit je 10 
Gewichtsanteilen bidestilliertem Wasser und Methanol gewaschen und getrocknet 

Die OberflSchenbelegung mit dem Afflnitatsliganden liegt bei 0.35 mmol pro g Trockengewicht des 
Tragermaterials. 

Das Material wlrd vorzugsweise bei Temperaturen unterhalb von 10 *C gelagert. 
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Beispiel 2 



36 Quantitative Bestimmung von glykosyliertem HMmoglobin 

Die Bestimmung wird mit einem HPLC-Analysensystem durchgefOhrt. das aus einem automatischen 
Probengeber (Merck-Hitachi. 655 A-40). einer HPLC-Pumpe (Merck-Hitachi. L-6200). einem UV/VIS-Detektor 
(Merck-Hitachi. L-4200). einem Integrator (Merck-Hitachi. D-2000) und einer mit dem eriindungsgemSfien 
to Trdgermaterial. hergestellt nach Beispiel 1 . gepackten Trennsaule (Mafle: 30 mm x 4 mm) besteht 

Der vollautomatisierte Analysenzyklus setzt slch aus 4 Teilschritten zusammen: 
m , » 1 ;i n ™^° n 3 elneS Vo,,b,uthamo| ysats auf die AffinitatssSule. die mit einem alkalischen Puffer 
(0.1 M CHaCOONH*; 0.05 M MgCfe; pH 9.5; 10 % (v/v) Methanol) Squilibriert 1st 

2. Quantitative Bution der nicht-glykosylierten Hamoglobine und der Restmatrix mit dem unter 1 
45 angegebenen Puffer bei einer Fluflratevon 0.4 ml/mln und einer SpOlzeitvon 3 Minuten. 

3. Quantitative Elutlon der glykosylierten Hamoglobine mit einem sauren Puffer (0.1 M CH 3 COOH- pH 
3.0; eingestellt mit NH 3 ) bei einer Flu/Jrate von 0.4 mlmiin Innerhalb von 7 Minuten und Detektion des 
glykosylierten Hamoglobins bei 414 nm. 

4. Rekonditionierung der Affinltatssaule durch den unter 1. angegebenen Puffer bei einer Fluflrate 
so von 1 ml/min innerhalb von 5 Minuten. 

Nach der Injektion der Probe durch den Autosampler wird das Analysenprogramm gestartet und die 
Affinitatsphase bei einer Fluflrate von 0.4 m!/min filr 3 Minuten mit dem alkalischen Acetatpuffer gespOIL 

Anschlleflend erfolgt das Umschalten auf die Essigsaure. urn die glykosylierten Hamoglobine von der 
Saule zu eluieren. 

Nach 10 Minuten Analysendauer erfolgt bei einer erhohten Fluflrate von 1.0 mlmiin zur Aquilibrierung 
der Affinitatsphase das RQckschalten auf den alkalischen Puffer. Nach 15 Minuten kann eine emeute 
Injektion eines H3molysats erfolgen. 

Insgesamt erlaubt die praparierte Affinitatsphase die Bestimmung von mehr als 1000 Hamoglobinpro- 
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In der folgenden Tabelle slnd Analysenergebnisse zusammengefaflt, die auch die Pr§2ision des 
Verfahrens belegen. 
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Bestimmung %Hb g i 0 
Serie 


Retentionszeit Hb g i 0 
Serie 




X 




VK 
(%) 


X 


a 


VK 
(%) 


10 


7,89 
11,09 
14,35 
20.26 


0.1 Q s 
0,35 S 
0.34 
0,59 


2.4 
3,2 
2,4 
2.9 


7.90 
7.80 
7.75 
7,68 


0.08 
0.08 
0.08 
0.09 


1.1 
1.0 
1.0 
1.2 
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Bestimmung %Hb g i 0 


Retentionszeit Hb Bte 


Tag/Tag 








Tag/Tag 




X 


a 


VK 


X 


a 


VK 






(%) 






(%) 


6.48 


0,29 


4.5 


7.93 


0,13 


1.6 


17,43 


0.32 


1.8 


7,80 


0,08 


1.1 


x : Mittelwert 










a: Standardabweichung 








VK (%): relaMver Variationskoeffizient 




Serie: n 


= 12 










Tag/Tag: n = 10 











Diese Tabeile zelgt, dafl das erfindungsgemafle hochleistungsaffinitatschromatographische Verfahren 
35 mit dem erflndungsgemSBem chromatographischem TrSgermaterial Qber eine hervorragende PrSzision 
verfQgt, sowohl was die Bestimmung des glykosyllerten HSmogloblnanteils als auch die Retentionszeiten 
der Hbgfc-Fraktion anbelangt In der Serie slnd die Variationskoeffizienten fUr die Hbgte-Bestimmung S 3,2 % 
und weitgehend unabhSngig von dem glykosyllerten Anteil in den Proben. 

In der Tag/Tag-Analyse sind die Variationskoeffizienten £ 4,5 %. Bei den Retentionszeiten liegen die 
40 Variationskoeffizienten sowohl fOr die Serie als auch fUr die Tag/Tag-Analyse unter 1,7 %. 

Das Verfahren weist gegenOber den blslang elngesetzten affinitatschromatographlschen Verfahren eine 
vollstandige Automatisierung der Analyse, ein kUrzere Analysenzeit, eine urn den Faktor > 100 erhShte 
Anzahl an Analysen pro SSulenpackung und eine urn den Faktor 2 bessere PrSzislon in der Serie und In 
der Tag/Tag-Anaiyse auf. 

45 

AnsprUche 

1. Mit 3-[N-(3-Boronophenyl)-aminoh2-hydroxypropyloxyGruppen modlflzlertes chromatographlsches 
so TrSgermaterial auf Basis von epoxidhaltlgen VInyl-Copolymeren. 

2. TrMgermaterial nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dafl das Vinyl-Copolymere aus den 
Monomeren Methacrylamid, N,N -Methylen-bis-methacrylamid sowle Allyl-glycldyl-ether und/oder Qlycldyl- 
methacrylat hergestellt wird. 

3. Verfahren zur chromatographischen Trennung von Substanzgemischen durch Hochleistungsaffinitats- 
55 chromatographic, dadurch gekennzeichnet, dafl als chromatographlsches TrSgermaterial ein modifiziertes 

Material nach den AnsprUchen 1 oder 2 elngesetzt wird. 

4. Verfahren zur Isolierung, Auftrennung und zum Nachweis von glykosyllerten Protelnen durch 
Afflnitatschromatographle, dadurch gekennzeichnet, dafl als chromatographlsches TrSgermaterlal ein modifi- 
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ziertes Material nach den AnsprGchen 1 Oder 2 unter nocnieistungsTiuss.gKeuscnromatoyrapru^,^, D «u«, 
gungen eingesetet wird. 
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